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Method for the photometric determination of protein-C. 
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Abstract 



The photometric determination of protein C f especially in plasma, entails the sample containing the protein C 
to be determined being incubated with thrombin with the formation of activated protein C, then excess 
thrombin inhibitor such as antithrombin III being added and subsequently the decrease in the formation 
mediated by coagulation factors, of thrombin from prothrombin being determined by mean s of a 



chromogenic thrombin substrate such as H-D-Phe-Pip-Arg-pNA or Tos-Gly-Pro-Arg-pNA. 
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®ME5SWERTFAAR£ 
Verf ahren zur photometrischen Bestimmung von Protein C. pc-eesi. ueber apti { nakuell ) 



© Zur photometrischen Bestimmung von Protein C, ins- 
besondere lm Plasma, wird die das zu bestimmende Protein 
C enthaitende Probe mh Thrombin unter Bildung von aktivi- 
ertem Protein C inkubiert, danuch QberschussigerThrombin- 
inhibitor, wie z. B. Antithrombin III, zugesetzt und anschlieB- 
end die Abnahme der durch Gerinnungsfaktoren vermittelten 
Bildung von Thrombin aus Prothrombin mittels eines 
chromogenen Thrombinsubstrates wie z. B. H-D-Phe-Pip- 
Arg-pNA oder Tos-GIy-Pro-Arg-pNA, bestimmt 
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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur photometrischen 
Bestimmung von Protein C, im besonderen im Plasma. 

Protein C ist ein zweikettiges , Vitamin K abhangiges 
Glykoprotein im Plasma. Seine Synthese erfolgt in der 
Leber. Dabei V7ird zunachst eine gerinnungsphysiologisch 
indifferente Vorstufe (Decarboxy-Protein C) gebildet. 
Carboxylierung von J^Glutaminsaureresten im Protein 
durch eine Vitamin K-abhangige Carboxylase fiihrt zum 
Protein C. Protein C selbst ist ein Proenzym und wird 
durch Thrombin in aktiviertes Protein C uber fiihrt. 
Letz teres wirkt durch die Inhibierung der aktivierten 
Gerinnungsfaktoren V und VIII als ein Antikoagulans . 
Erniedrigte Protein-C-Spiegel wurden bei Patienten mit 
Lebererkrankungen, Verbrauchs-Coagulopathie (DIC) und 
nach Warfarintherapie beschrieben. Ein angeborener 
Mangel an Protein C fiihrt zu venosen thromboembolischen 
Risiken. Protein C spielt daher eine wichtige Rolle 
sowohl bei der physiologischen Hamostasis, als auch in 
vielen Krankheiten, im besonderen bei der Thrombosis. 
Infolgedessen besteht auch ein Bedarf nach einer ein- 
fachen, insbesondere photometrischen Bestimmungsmethode 
fur Protein C. Ein spezifisches chromogenes Protein-C- 
Substrat, das seine direkte photometrische Bestimmung 
erlauben wlirde, ist jedoch nicht bekannt. 

Bei dem einzigen, bislang im Handel erhaltlichen Test- 
verfahren wird die Menge an Protein C im Serum durch 
enzymraarkierte Antikorper bestimmt. Dieses Verfahren 
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hat jedoch den Nachteil, daB die zur Bestimmung einge- 
setzten AntikSrper auch mit dem oben erwahnten Decarboxy- 
protein C reagieren. Da die Serumkonzentration an 
Decarboxyprotein wShrend einer Behandlung mit Antikoa- 
gulantien haufig stark ansteigt, birgt dieses Verfahren 
eine groBe Fehlerquelle, die unter UmstSnden zu einer 
falschen oder unzureichenden Therapie ftihren kann. 
R. B. Francis und M. J. Patch (Thrombosis Research 32 , 
605-613, 1983) lehren ein Verfahren zur Bestimmung von 
aktiviertem Protein C im Humanplasma durch Bestimmung 
der Partialthromboplastinzeit (PTT-Test) . Dabei wird 
das Protein C durch Zusatz von Thrombin aktiviert und 
danach letzteres durch einen UnterschuB an Antithrombin 
III und Heparin inhibiert. Heparin wiederum wird durch 
eine jeweils neu zu bestimmende exakte Menge von Prot- 
aminsulfat neutralisiert. Danach kann Protein C iiber 
die partielle Thromboplastinzeit bestimmt werden. 

Der Nachteil bei der Verwendung immunologischer Bestim- 
mungsverfahren im Plasma fur Protein C liegt darin, daB 
sie keine Information uber die biologische Aktivitat 
der Protein-C-Molekiile lief em. Die Prasenz von abnor- 
malem Protein C mit stark reduzierter biologischer 
AktivitSt (genetische Variante) kann mit solchen Ver- 
fahren nicht gefunden werden. 

R„ M. Bertina et al (Thromb. Haemostas 51, (1) 1-5, 
(1984) ) lehren ein spektrophotometrisches Verfahren zur 
Bestimmung der Protein C-Aktivitat. Dieses Verfahren 
umfaBt drei unabhangige Schritte: 

1. Isolierung des Protein C mit Hilfe einer Al(OH) 3 - 
Adsorption. 
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2. Aktivierung des vom Plasma abgetrennten Protein C 
mit Thrombin, sowie nachfolgende Inhibierung des 
letzteren durch aquimolare Mengen Antithrombin III 
und Heparin. 

3. Messen der proteolytischen Aktivitat von isolier- 
tern aktiviertem Protein C mit einem chromogenen 
Substrat < S 2366 =H Py ro ~ Glu ~ Pro ~ Ar 9~P NA ) • 

Dieses Verfahren ist unbefriedigend beziiglich der 
Spezifitat fur Protein C, da dieses Substrat auch von 
anderen Gerinnungsproteasen gespalten wird. Es kann 
somit zu falsch positiven Ergebnissen kommen. 

Ziel der Erfindung ist es daher, einen einfachen und 
zuverlassigen optischen Test zur Bestimmung von aktivem 
Protein C zur Verfugung zu stellen. 

Aktiviertes Protein C inaktiviert die Gerinnungsf aktoren 
Va und Villa, welche wiederum die Bildung von Thrombin 
aus dessen nichtaktiver Vorstufe, dem Prothrombin akti- 
vieren. Man konnte daher daran denken, aktives Protein 
C uber die Bildung bzw. die Hemmung der Thrombinbildung 
aus Prothrombin zu bestimmen. Da aber Protein C zuerst 
durch Thrombin aktiviert werden muB, anschlieBend aber 
die Aktivitat von aus Prothrombin gebildeten Thrombin 
bestimmt werden soil, imiBte das zuvor fur die Aktivie- 
rung des Protein zugesetzte Thrombin vollstandig ent- 
fernt Oder inaktiviert werden. Bei dieser Inaktivierung 
miiBte der Inhibitor, urn das beim Bestimmungsverf ahren 
gebildete Thrombin nicht ebenfalls zu inhibieren, so 
exakt dosiert werden, daB die Durchfiihrung eines Bestim- 
mungsverf ahren fur Protein C nach dem oben erwahnten 
Muster fur die Routinepraxis undurchfuhrbar ware. 
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Es wurde nun llberraschenderweise gefunden, daB das 
zugesetzte Thrombin durch einen UberschuB an Antithrom- 
bin III inaktiviert werden kann, ohne daB Antithrombin 
III die MeBreaktionen verfalscht. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren zur photometrischen 
Bestimmung von Protein C, insbesondere im Plasma, ist 
daher dadurch gekennzeichnet , daB die das zu bestimmende 
Protein C enthaltende Probe mit Thrombin unter Bildung 
von aktiviertem Protein C inkubiert wird, danach tiber- 
schiissiger Thrombininhibitor zugesetzt wird und an- 
schlieBend die Abnahme der durch Gerinnungsf aktoren 
vermittelten Bildung von Thrombin aus Prothrombin 
mittels eines chromogenen Thrombinsubstrates bestimmt 
wird. 

Als Thrombin-Inhibitor kann einer der bekannten Throm- 
bin-Inhibitoren wie Antithrombin III (AT III) , gegebe- 
nenfalls unter Zusatz von Heparin oder heparinartigen 
Substanzen verwendet werden. Bevorzugt wird im Rahmen 
der Erfindung als Thrombininhibitor AT III verwendet. 
Geeignete Mengen hangen zwar grundsatzlich ab von der 
vorhandenen Thrombinmenge , da ja ein UberschuB an 
Inhibitor verwendet werden muB. Im allgemeinen werden 
jedoch AT III-Mengen zwischen 0,5 und 100 U/ml, vor- 
zugsweise 1 bis 20 U/ml Testvo lumen angewendet. Der 
InhibitorxiberschuB sollte im allgemeinen wenigstens 
10 % f vorzugsweise mehr als 20 %, bezogen auf die 
Thrombinaktivitat , betragen. Werden beispielsweise zur 
Protein-C-Aktivierung 0,5 U Thrombin eingesetzt, so 
verwendet man zweckmaBig nach der Aktivierung 0,7 D 
oder mehr an Thrombininhibitor, wie insbesondere AT III. 
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Da aktiviertes Protein C (APC) die Gerinnungsf aktoren V 
und VIII proteolytisch inaktiviert, wird beim erfindungs- 
gemaBen Verfahren vorzugsweise das Gerinnungssystem 
durch Zusatz von Aktivatoren fur Gerinnungsf aktoren 
oder/und von Gerinnungsf aktoren selbst derart modifi- 
ziert, daB sich die Inaktivierung der Faktoren V bzw. 
VIII in einer moglichst ausgepragten Verringerung der 
Thrombinbildung auswirkt. GemaB einer ersten Ausfiih- 
rungsform des erf indungsgemaBen Verfahrens wird dies 
zweckmaBig dadurch erreicht, daB man einen Aktivator 
fur Faktor XII , beispielsweise Ellagsaure unter Zusatz 
von Kephalin, zusetzt. GemaB einer zweiten Ausfiihrungs- 
form dieser bevorzugten Variante gibt man einen Aktiva- 
tor fiir Faktor VII, z. B. Thromboplastin, und Faktor V 
zu. GemaB einer dritten Ausfuhrungsf orm setzt man als 
Aktivator fiir Faktor II Faktor Xa unter Zusatz von 
Kephalin zu. 

Diese bevorzugten Ausfiihrungsformen der Erfindung 
beriicksichtigen die Tatsache f daB die Konzentrationen 
der Gerinnungsparameter Faktoren XII, XI, IX, VIII, X, 
V und II die Zeit der Thrombinbildung beeinflussen 
derart, daB ein bestimmter Thrombinschwellenwert umso 
eher erreicht wird, je hoher die Konzentration dieser 
Faktoren ist. 

Die Thrombinbildung wird im Rahmen der Erfindung nach 
an sich bekannten Methoden bestimmt. Geeignet hierfiir 
ist die partielle Thromboplastinzeit (PTT) -Methode . Bei 
ihrer Durchfiihrung wird zweckmaBig ein Aktivator fiir 
Faktor XII zugesetzt. Die Thrombinbildung kann auch 
nach der Prothrombinzeit-Methode bestimmt werden. In 
diesem Falle setzt man zweckmaBig einen Aktivator fiir 
Faktor VII und F Va zu. 
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Als chromogenes Thrombinsubstrat kann im Rahmen der 
Erfindung jedes fiir die Thrombinbestimmung geeignete 
chromogene Substrat verwendet werden . Bevorzugt wird 
jedoch im Rahmen der Erfindung H-D-Phe-Pip-Arg-pNA oder 
Tos-Gly-Pro-Arg-pNA verwendet, wobei pNA = para-Nitro- 
anilin bedeutet. Das pNA stellt den chromogenen Be- 
standteil der Substrate dar und wird durch das gebil- 
dete Thrombin abgespalten, so daB es photometrisch in 
bekannter Weise bestimmt werden kann. 

Als Gerinnungs system kann beispielsweise eine Mischung 
der Faktoren II bis XII oder Substratplasma (z. B. Nor- 
malcitratplasma) eingesetzt werden. 

Im Rahmen der Erfindung kann jedes Plasma eingesetzt 
werden, bevorzugt wird Citratplasma. Vor der Protein-C- 
Bestimmung aus Plasma sollte eine Probenvorbereitung 
durchgefuhrt werden. Hierzu kann jedes Adsorbens ver- 
wendet werden, welches Vitamin-K-abhangige (carboxy- 
lierte) Proteine binden kann (z. B. Bariumcitrat, 
Aluminiumhydroxid) . 

Das Verfahren kann bei neutralen oder schwach alkalischen 
pH-Werten durchgefuhrt werden, vorzugsweise zwischen pH 
6 und 9. Als Puffer kcSnnen die in diesem Bereich wirksamen 
physiologisch unbedenklichen Puffer verwendet werden 
wie z. B. Tris/HCl. Ferner konnen die fur Gerinnungstests 
Qblichen Stabilisatoren und Konservierungsmittel wie 
Rinderserumalbumin, Merthiolat und dergleichen, eben- 
falls zugesetzt werden. 

Die folgenden Beispiele erlSutem die Erfindung weiter 
in Verbindiing mit der beigeftigten Zeichnung. In dieser 
stellen dar: 
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eine Eichkurve fur die Verlangerung der 
partiellen Thromboplastinzeit durch aktives 
Protein C aus Plasma (150 bis 0 %) und mit 
Tos-Gly-Pro-Arg-pNA (Chromozym ® TH) als 
chromogenes Substrat. 

die Verlangerung der partiellen Throm- 
boplastinzeit durch reines aktives Protein C 
mit Chromozym ® TH als Substrat. 

V 

die Verlangerung der Prothrombinzeit 
durch reines aktives Protein C mit Substrat 
Chromozym ® TH, 

die Verringerung der Anf angssteigung 
durch reines aktives Protein C in einem 
chromogenen Prothrombintest. Substrat eben- 
falls Chromozym ® TH. 

Beispiel 1 

Protein C-Bestimmung aus Plasma iiber Verlangerung der 
partiellen Thromboplastinzeit (Faktor VHI-Inaktivie- 
rung) 

Reagentien : 

Losung 1: 50 mmol/1 Natriumcitrat, 0,00025 % Polypren 

und 0,01 % Merthiolat, 
Losung 2: 250 mmol/1 Bariumchlorid, 150 mmol/1 Natrium- 

chlorid und 0,01 % Merthiolat, 
Losung 3: 200 mmol/1 MES, 150 mmol/1 Natriumcitrat und 

0,01 % Merthiolat, pH 6,0, 



Fig. 1 



Fig. 2 



Fig. 3 



Fig. 4 
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LSsung 4: 6 U/ml Thrombin in 100 mmol/1 Tris/HCl, 

pH 8,0, 0,1 % RSA und 0,01 % Merthiolat, 
L5sung 5: 9 U/ml Antithrombin III und 0,25 USP/ml 
Heparin in 100 mmol/1 Tris/HCl, pH 8, 
100 mmol/1 NaCl, 2 % BSA, 1,5 % Saccharose 
und 0,01 % Merthiolat, 
ReagenzlSsung: Kephalin und Ellagsaure als Faktor 

Xll-Aktivator in 10 mmol/1 Tris/HCl, 
pH 7,6, 

Startreagenz : 1,1 mmol/1 Chromozym ™ TH « Tos-Gly- 

Pro-Arg-pNA und 100 mmol/1 Calciumacetat. 

a) Proben 

Normalcitratplasmapool: Als Spender kommen Personen 
in Betracht, deren Quick-Wert zwischen 80 bis 120% 
liegt. Die Eichkurve wird mit diesem Normalpool 
erstellt. Der PC-Gehalt des Normalcitratplasmapools 
wird 100 % gesetzt. Unterschiedliche Protein 
C-Konzentrationen werden durch Verdtinnen des Pools 
mit Natriumcitrat (20 mmol/1) erhalten. Abstufungen: 
150%, 100%, 75%, 50%, 25%, 10%, 0%. Fiir den 150%-Wert 
wird statt 200ul 300jil Pool als Probe eingesetzt. 

Drei Citratplasmen mit unterschiedlichem Protein 
C-Antigengehalt werden als Kontrolle mitgeftihrt. 

b) Probenvorbereitung 

200 p.1 Probe werden mit 100 jil Losung 1 10 Minuten 
bei 25 °C inkubiert. Nach Zugabe von 200 nl der 
eiskalten (0°C) Losung 2 wird 10 Minuten bei 0°C 
inkubiert. Das Sediment wird 5 Minuten bei 4000 
Umdrehungen pro Minute (Rotordurchmesser 17 cm) 
und 0°C abzentrifugiert, mit 100 \il der 1:2 mit 
Wasser verdtinnten Losung 2 bei 0°C gewaschen und 
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erneut zentrifugiert. Das Sediment wird in 100 ul 
Losung 3 aufgenommen und 5 Minuten bei 25 °C inku- 
biert, anschlieBend nochmals zentrifugiert, Der 
Oberstand = Eluat enthalt neben anderen Vitamin 
K-abhangigen Proteinen auch Protein C. 

20 ul Eluat (Protein C) werden mit 100 ul Lbsung 4 
60 Minuten bei 37 °C inkubiert. Protein C (PC) wird 
dabei zu aktivem PC (APC) aktiviert. Zur Inaktivie- . 
.rung von Thrombin werden anschlieBend 100 ul 
Losung 5 zugemischt und die Mischung 60 Minuten 
bei 37 °C inkubiert. Die Mischung, die neben akti- 
viertem Protein C (APC) einen gegeniiber Thrombin 
50%igen UberschuB an Antithrombin III enthalt, 
wird in den chromogenen Gerinnungstest als Probe 
eingesetzt . 

Messung der APC-Konzentration raittels Verlangerung 
der partiellen Thromboplastinzeit 

50 ul aktiviertes Protein C (Mischung aus b, siehe 
oben) , 100 ul Normalcitratplasma und 1000 ul Reagenz- 
losung werden in einer Mikroplastikkiivette 5 
Minuten bei 37 °C inkubiert, Nach Zugabe von 100 ul 
Startreagenz wird in einem Photometer bei 405 nm 
und 37 °C die Zeit bestimmt, bis eine definierte 
Menge Substrat von neu entstandenem Thrombin zu 
Tos-Gly-Pro-Arg-Peptid und para-Nitroanilin (=pNA) 
umgesetzt ist. Die Menge umgesetzten Substrats, 
die gemessen wird, wird durch einen Schwellenextink- 
tionswert (z. B.*E=0, 2) definiert. Die Konzentration 
der Gerinnungsparameter F XII, F XI, F IX, F VIII, 
F X, F V und F II beeinflussen die Zeit, je hSher 
konzentriert sie sind, desto schneller wird der 
Schwellenwert erreicht. Da APC die Faktoren VIII 
und V proteolytisch inaktiviert, wird das endogene 
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Gerinnungs system (F XII - F II) empfindlich gestfirt 
und somit die partielle Thromboplastinzeit (PTT) 
verlSngert. Unter den angegebenen Bedingungen 
nimmt die VerlSngerung der partiellen Thrombopla- 
stinzeit proportional mit der Konzentration von 
APC (bzw. PC im Plasma) zu. 

Zur Auswertung wird eine Eichkurve (Fig. 1) mit 
den Meflwertpaaren Plasma/Plasmaverdtinnungen (150 
bis 0%) und PTT-Zeiten erstellt. Ftir Plasmen 
unbekannter PC-Konzentration wird ebenfalls die 
PTT-Zeit ermittelt und aus der Eichkurve die 
entsprechende PC-Konzentration abgelesen. 

d) Ergebnisse 

In Tabelle 1 sind die mit Plasmapool, Plasmapool- 
verdunnungen und Kontrollplasmen ermittelten PTT- 
Zeiten zusammengefaflt. Die PTT-Zeiten nehmen pro- 
portional zur PC-Konzentration in der Probe (0% 
bis 150%) zu. Die Protein C-Aktivitaten in den 
Kontrollplasmen entsprechen den Protein C-Antigen- 
konzentrationen , d. h. die Wiederfindung ist im 
Normalbereich (80 bis 120%) wie im Abnormalbereich 
(20 bis 40%) gut. 



Tabelle 1 

Verlangerung der PTT-Zeit durch APC aus Plasmaverdiin- 
nungen und Kontrollplasmen 



Probe 


% Antigen 


PTT (sec) 


% Aktivitat 




150 


173,5 


150 




100 


116 


100 




75 


108 


75 


Plasmaver- 


50 


93 


50 


diinnungen 


25 


76,5 


25 




10 


68 


10 




0 


60 


0 


Kontroll- 


114 


121 


102 


plasmen 


81 


115 


84,5 




23,5 


71 


16 
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Beispiel 2 

Reines Protein C - Bestimmung mittels Verlangerung der 
partiellen Thromboplastinzeit (Faktor VHI-Inaktivierung) 
Die Zusammensetzung der Losungen ist im Beispiel 1 an- 
gegeben. 

a) Vorbereitung 

Protein C wird aus Plasma nach der Methode von 
Comp et al., Blood 63 (1984) 15-21, gereinigt. 
20 ul reines Protein C in Puffer, bestehend aus 
100 mmol/1 Tris/HCl, pH 8,0, 0,1% BSA und 0,01% 
Merthiolat, wird mit 100 ul Losung 4 60 Minuten 
bei 37 °C inkubiert. Thrombin wird dann durch 
Zugabe von 100 ul Losung 5 und 60 Minuten Inku- 
bation bei 37 °C inaktiviert. Die Aktivitat von 
aktiviertem Protein. C in dieser Mischung wird mit 
einem Substrat, Acetyl Pro-Pro-Arg-pNA (Herstel- 
ler: Pentapharm, Basel) , dessen para-Nitroanilin 
von APC abgespalten wird, bestimmt (vgl. Lit. 
Bertina et al., Thromb. Haemostas. 51 (1) 1984, 
1-5) und in U/ml angegeben. 1 U/ml ist definiert 
als die Menge an aktiviertem Protein C, die nach 
oben beschriebener Proben vorbereitung eines Normal- 
citratplasmapools (100%) in der Mischung enthalten 
ist. 

b ) Te s tdur ch f iihr ung 

20 [il aktiviertes Protein C (Mischung aus 2a, 
siehe oben, unterschiedliche Konzentrationen 
werden durch Verdiinnen mit Puffer, bestehend aus 
100 mmol/1 Tris/HCl, pH 8,0, 0,1 % BSA und 0 f 01 % 
Merthiolat erhalten) , 100 \il Plasma (Zusammenset- 
zung: 5 Teile Faktor VIII-Mangelplasma und 1 Teil 
Normalcitratplasma) und 1000 jil Reagenzlosung 
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werden in einer Mikroplastikkiivette 5 Minuten bei 
37°C inkubiert. Nach Zugabe von 100 ul Startreagenz, 
bestehend aus 1,1 umol/1 Chromozym TH = Tos-Gly-Pro- 
Arg-pNA und 120 umol/1 Calciumlactat, wird in 
einem Photometer bei 405 nm und 37 °C die Zeit be- 
stimmt, bis eine definierte Menge Substrat von neu 
entstandenem Thrombin zu Tos-Gly-Pro-Arg-Peptid 
und para-Nitroanilin umgesetzt ist. Die Menge 
umgesetz ten Subs trats, die gemessen wird, wird 
durch einen Schwellenextinktionswert (z. B.uE = 
0,2) definiert. 

c) Ergebnisse 

Wird die Konzentration von aktiviertem Protein C 
in der Mischung von 0 auf 10,6 U/ml variiert, so 
verlangert sich die Zeit bis zum Erreichen des 
Schwellenwertes (PTT-Zeit) von 96,6 auf 744 Sekun- 
den (Fig. 2) . Die Zunahme der PTT-Zeit ist bis zu 
6,4 U/ml der APC-Konzentration direkt proportional. 

Beispiel 3 

Protein C-Bestimmung mittels Verlangerung der Prothrom- 
binzeit (Faktor V-Inaktivierung) 

Reagentien: 

Pufferlosung: 100 mmol/1 Tris/HCl, pH 8,0 und 0,1 % BSA 
und 0,01 % Merthiolat 

ReagenzlSsung: Thromboplastin aus Kaninchenhirn als 

Faktor VII-Aktivator, 1,7 umol/l Chromo- 
zym TH = Tos-Gly-Pro-Arg-pNA, 6 mmol/1 
CaCl~ in 100 mmol/1 Tris/HCl, pH 8,1. 
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a) Vorbereitung 

Es wird ebenfalls reines Protein C mit Thrombin 
aktiviert, anschlieBend das Thrombin mit Antithrombin 
III/Heparin inaktiviert und als Probe eingesetzt 
(Beschreibung siehe 2a) . 

b) Testdurchfiihrung 

20 ul. aktiviertes Protein C (Mischung aus 2a) , 
50 ul Plasma (Zusammensetzung 1 Teil Normalcitrat-. 
plasma und 4 Teile 0,9%ige NaCl-Losung) und 50 \xl 
Faktor Va (1 U/ml in Puffer) werden in einer 
Mikroplastikkiivette fur 10 Minuten bei 37 °C inku- 
biert. Nach Zugabe von 1000 ul Reagenzldsung 
wird in einem Photometer bei 405 nm und 37°C die 
Zeit bestimmt, bis eine definierte Menge Substrat 
von neu entstandenem Thrombin zu Tos-Gly-Pro-Arg- 
Peptid und para-Nitroanilin umgesetzt ist. Die 
Menge umgesetzten Substrats, die gemessen wird, 
wird durch einen Schwellenextinktionswert (z„B. 
AE=0,1) definiert. Die Konzentration der Gerinnungs- 
parameter F VII, F X, F V und F II beeinflussen 
die Zeit - je hoher konzentriert sie sind, desto 
schneller wird der Schwellenwert erreicht. Da APC 
den Faktor V proteolytisch inaktiviert, wird das 
exogene Gerinnungs system (F VII - F II) empfind- 
lich gestort und somit die Prothrombinzeit (PT) 
verlangert. 

c) Ergebnisse 

Wird die Konzentration von aktiviertem Protein C 
in der Mischung von 0 auf 10,6 U/ml variiert, so 
verlangert sich die Zeit bis zum Erreichen des 
Schwellenwertes (PT-Zeit) von 52,8 auf 156 Sekun- 
den (Fig. 3) . Die Zunahme der PT-Zeit ist bis zu 
6,4 U/ml der APC-Konzentration direkt proportional. 
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Beispiel 4 

Protein C-Bestimmung mittels eines chromogenen Prothrom- 
bintests (Faktor V-Inaktivierung) 

Reagenzien: 

Prothrombinreagenz losung : 

75 mmol/1 Tris/Imidazol/HCl f pH 8,4, 75 iranol/1 NaCl, 
50 mmol/1 CaCl 2 und 0,005 mmol/1 Kephalin. 

a) Vorbereitung 

Es wird ebenfalls reines Protein C mit Thrombin 
aktiviert, anschlieBend das Thrombin mit Anti- 
thrombin III/Heparin inaktiviert und als Probe 
eingesetzt (Beschreibung siehe 2a) • 

b ) Te s tdur chf iihrung 

20 vl aktiviertes Protein C (Mischung aus 2a) , 
50 nl Plasma (Zusammensetzung 1 Teil Normalcitrat- 
plasma und 60 Teile 0,9%ige NaCl-Losung) als Pro- 
thrombin und Faktor V-Quelle und 1000 ul Prothrom- 
binreagenz werden in einer Mikroplastikkuvette 5 
Minuten bei 37 °C inkubiert, nach Zugabe von 20 ul 
Faktor Xa (2 U/ml in einer 0,9%igen NaCl-Losung) 
wird weitere 5 Minuten bei 37 °C inkubiert. Die 
Farbreaktion wird mit Zugabe von 50 \il Substrat 
Chromozym ® TH (3,75 mmol/1) gestartet und bei 405 
nm und 37 °C photometrisch verfolgt. 
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Das neu gebildete Thrombin setzt das Substrat zu 
Tos-Gly-Pro-Arg-Peptid und para-Nitroanilin urn. Es 
wird die ExtinktionsJinderung pro Minute im Reak- 
tionsanfang gemessen. Unter den beschriebenen 
Bedingungen beeinflussen die Konzentrationen der 
Gerinnungsfaktoren Xa, V und II die ExtinktionsSn- 
derung pro Minute im Reaktionsanfang. Da APC den 
Faktor V proteolytisch inaktiviert, wird dieses 
System empfindlich gestort, d. h. die Umwandlung 
von Prothrombin zu Thrombin ist bis zum MeBzeit- 
punkt noch nicht vollstandig abgelaufen und die 
Anfangssteigung der Thrombin-Substratreaktion wird 
umso kleiner, je mehr APC im MeBansatz vorhanden 
ist. 

c) Ergebnisse 

Wird die Konzentration von aktiviertem Protein C 
in der Mischung von 0 auf 10,6 U/ml erhoht, ver- 
ringert sich die Extinktionsanderung pro Minute im 
MeBanfang von 159 mE/min auf 42 mE/min (Fig. 4) . 
Die Anfangssteigung nimmt mit der APC-Konzentra- 
tion exponentiell ab. 

Beispiel 5 

EinfluB von AT III-ttberschuB in Gegenwart von Heparin 
auf die partielle Thromboplastinzeit - Einsatz zweier 
Thr ombinsub s t r at e 

a) Testdurchfuhrung 

50 ill einer Mischung von AT III (Konzentration 0, 
2,4, 3,6, 4,9, 6,1 U/ml) und Heparin als Cofaktor 
(Konzentration 0 f 12 USP/ml) , 100 ul Normalcitrat- 
plasma und 1000 jil Reagenzlosung gemaB Beispiel 1 
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werden in einer Mikroplastikktivette 5 Minuten bei 
37 °C inkubiert. Nach Zugabe von 100 ul Startreagenz , 
bestehend aus 1,1 jimol/1 Substrat (Chromozym ® TH 
= Tos-Gly-Pro-Arg-pNA Oder S 2238 = H-D-Phe-Pip-Arg- 
pNA) und 120 \il Calciumacetat , wird in einem 
Photometer bei 4 Q 5. rah und 37°C die Zeit bestimmt, 
bis eine definierte Menge Substrat von entstandenem 
Thrombin zum Peptid und para-Nitroanilin umgesetzt 
ist. Die Menge umgesetzten Substrats, die gemessen 
wird, wird durch einen Schwellenextinktionswert 
(z. B.AE =0,2) definiert. 

Ergebnisse 

In Tabelle 2 sind die in Abwesenheit und in Gegen- 
wart von AT III ennittelten PTT-Zeiten fur beide 
Substrate zusaramengef a£t. Mit beiden Thrombinsub- 
straten werden die PTT-Zeiten durch AT III-Zusatz 
nicht verlangert, d. h. neu entstandenes Thrombin 
reagiert auch bei AT III-tlberschuB unter den gege- 
benen Reaktionsbedingungen zunachst mit dem Sub- 
strat, 
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Tabelle 2 

AT III-EinfluB auf die PTT-Substrate: Chromozym ® TH 
und S 2238 



Heparin 
USP/ml 


AT III 
U/ml 


PTT (sec) 
Chromozym TH 


PTT (sec) 
S 2238 


0,12 


0 


75 


72,5 




2,4 


72,5 


72,5 




3,6 


72 


72 




4,9 


72 


71 




6,1 


72 


73 
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Patentansprfiche 

1. Verfahren zur photometrischen Bestimmung von 
Protein C, insbesondere im Plasma, 
dadurch gekennzeichnet, 
daB die das zu bestimmende Protein C enthaltende 
Probe mit Thrombin unter Bildung von aktiviertem 
Protein C inkubiert wird, danach iiberschiissiger 
Thrombininhibitor zugesetzt wird und anschlieBend 
die Abnahme der durch Gerinnungsf aktoren vermit- 
telten Bildung von Thrombin aus Prothrombin mittels 
eines chromogenen Thrombinsubstrates bestimmt 
wird* 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch 
gekennzeichnet , daB man als 
Thrombininhibitor Antithrombin III gegebenenf alls 
unter Zusatz von Heparin verwendet. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, 
dadurch gekennzeichnet, 
daB man als chromogenes Thrombinsubstrat H-D-Phe- 
Pip-Arg-pNA oder Tos-Gly-Pro-Arg-pNA verwendet. 

4. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, 
dadurch gekennzeichnet, 
daB man einen Aktivator fur Faktor XII zusetzt. 

5. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch 
gekennzeichnet , daB man 
Kephalin und Ellagsaure zusetzt. 



- 3 - 



0229234 



6. Verfahren nach Anspruch 1 bis 3, 
dadurch gekennzeichnet, 
daB man einen Aktivator ftlr Faktor VII zusetzt. 

7. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch 
gekennzeichnet , daB man 
Faktor V sowie als Faktor VII-Aktivator Thrombo- 
plastin zusetzt.' 

8. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, 
dadurch. gekennzeichnet, 
daB man einen Aktivator fur Faktor II zusetzt. 

9. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch 
gekennzeichnet , daB man 
Kephalin und Faktor Xa zusetzt. 



FIG.1 

MESSWERTPAARE 

PC-BEST. UEBER APTT ( MANUELL ) 

X-ACHSE :% PC 

Y-ACHSE :APTT(SEC) 
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FIG. 2 
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FIG. 3 
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PC-BESTIMMUNG UEBER PROTHROMBIN 
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